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(57) Abstract: The invention relates to a method for (pre)treating affinity chromatography matrices, preferably protein A matrices, 
comprising at least one surface active substance for reducing ligand leakage. Treating the affinity chromatography matrix according 
to the invention makes it possible to obtain a constant quality of the affinity chromatography matrix thereby representing an important 
requirement for the suitability /use in biopharmaceutical processes. The invention also relates to methods for determining the ligand 
leakage. 

(57) Zusamrnenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur (Vor)Behandlung von A ffini tats- chromatographic - 
Matrices, bevorzugt von Protein A-Matrices, mit zumindcst ciner oberflachenaktiven Substanz zur Verringerung dcs Ligandcn-/ea- 
kage. Durch die erfindungsgemaBe Behandlung der Affinitatschromatographie-Matrix kann in Bezug auf das lAganden- leakage 
eine konstante Qualitat der Affinitatschromatographie-Matrix erzielt werden, was eine wichtige Voraussetzung fiir deren Eignung / 
Einsatz in biopharmazeutischen Prozessen darstellt. Ferner umfasst die vorliegende Erfindung Methoden zur Bestimmung der Li- 
ganden-leakage. 
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Verfahren zur Reduktion des Liganden-feafcage von 
Affmitatschromatographie-Matrices 

Felder der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Behandlung von Affinitatschromatographie-Matrices, 
das geeignet ist das Liganden-leakage zu verringern. Daruber hinaus betrifft die Erfindung low- 
leakage Affmitatschromatographie-Matrices sowie Methoden zur Bestimmung der Liganden- 
leakage. 
Hintergrund 

Affinitatschromatographie-Matrices, nachfolgend auch als Affinitatsmatrices bezeichnet, werden 
bei der industriellen Reinigung von verschiedenen Substanzen eingesetzt. Uber immobilisierte 
Liganden lassen sich Substanzen spezifisch anreichern und reinigen, die eine gewisse Affinitat 
zu dem jeweils verwendeten Liganden besitzen. Fur die industrielle Aufreinigung von 
Antikorpern, insbesondere die Reinigung monoklonaler Antikorper, hat sich die Verwendung 
von immobilisiertem Protein A als initialen Reinigungsschritt bewahrt. Hierbei binden 
Antikorper aus der mobilen Phase spezifisch an den Protein A-Liganden, der kovalent an einen 
Trager (z.B. Sepharose) gekoppelt ist. Protein A aus Staphylococcus aureus (wildtyp Protein A) 
sowie gentechnisch verandertes, rekombinantes Protein A (rec. Protein A) interagiert Uber nicht- 
kovalente Wechselwirkungen mit der konstanten Region (Fc-Fragment) der Antikorper. Diese 
spezifische Interaktion kann ausgenutzt werden urn Prozess-bedingte Kontaminanten, wie 
Wirtszellproteine und/oder Medienbestandteile, effizient von dem Antikorper abzutrennen. 
Durch eine Veranderung des pH-Werts kann die Interaktion zwischen Antikorper und Protein A- 
Liganden gezielt aufgelost und die Antikorper von der stationaren Phase freigesetzt bzw. eluiert 
werden. Bei der Elution losen sich erfahrungsgemaB nicht nur die gewtinschten Antikorper, 
sondern in Abhangigkeit von der Stabilitat der eingesetzten Protein A-Matrix zu einem gewissen 
Anteil auch Protein A, also der Ligand selbst. Das Abldsen des kovalent an die Saulenmatrix 
gekoppelten Protein A wird als , JProtein A-leakage" oder generell als Mganden-leakage" 
bezeichnet, ein Effekt der bei der Verwendung von Affinitatschromatographie-Matrices generell 
zu beobachten ist. Das AusmaB des Liganden-leakages hangt von verschiedenen Faktoren ab. 
Zum einen wird das Liganden-feafozge von der Kopplxingseffizienz mit der der Ligand an einen 
Trager gekoppelt ist, beeinflusst. Eine geringe Kopplungseffizienz fordert erfahrungsgemaB das 
Liganden-featage. Zum anderen scheint Uganden-leakage auch durch die speziellen 
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Prozessbedingungen beeinflusst zu werden unter denen das Chromatographieverfahren 
durchgefuhrt wird. 

Die Jeakage-Rate" des eingesetzten Liganden, also die Menge an Ligand die pro Einheit Matrix 
oder pro Einheit zu reinigende Substanz von der Saule gewaschen wird, ist ein wichtiges 
Qualitatskriterium der verwendeten Affinitatschromatographie-Matrices. In Folge eines zu hohen 
Liganden-leakage kommt es regelmaBig zu einer kritischen, qualitatsrelevanten Kontamination 
des zu reinigenden pharmazeutischen Wirkstoffs. Aufwendige downstream Reinigungsschritte 
sind erforderlich, um den Wirkstoff wieder von dem Liganden zu trennen. Andernfalls besteht 
die Gefahr, dass unzureichend gereinigte pharmazeutische Erzeugnisse im Patienten 
unerwiinschte Nebenwirkungen auslosen, bedingt durch eine zu hohe Ligandenkonzentration. 

Zur Reduktion des Protein A-leakages in industriellen Prozessen wird (kann) vor der 
Erstbenutzung der Protein A-Matrix und nach einer langeren Lagerung der Protein A-Matrix 
eine Vorbehandlung der Saulenmatrix unter stringenten Pufferbedingungen durchgefuhrt 
(werden). Empfohlen wird eine Vorbehandlung der Matrix mit einer chaotropen Substanz, wie 
zum Beispiel mit 6 M Hamstoff oder 6 M Guanidinhydrochlorid (1 Bettvolumen). 

Neben dieser Vorbehandlung wird die Saulenmatrix vor und nach jedem Saulenlauf gereinigt. 
Die entsprechenden Verfahren dienen primar der Erhaltung der Prozess-Hygiene (CIP). Fur die 
CIP / Gelreinigung von Protein A-Sepharose wird empfohlen, die Saulematrix mit zwei 
Saulenvolumen (column volume = cv) eines 0,l%igem nicht-ionischen Detergenz bei 37°C zu 
spulen. Die Kontaktzeit wird mit einer Minute angegeben. Zur Reduktion moglicher mikrobieller 
Kontaminationen wird zusatzlich geraten die Matrix fur 6 Std. mit 2% Hibitan-(2)-Gluconat und 
20% EtOH zu behandeln und anschlieflend sorgfSltig mit einem Bindungspuffer (pH 7-8) zu 
spulen. Fur die CIP von Streamline rProtein A" der Firma Amersham Pharmacia Biotech 
(Uppsala, Schweden) wird eine Behandlung der Protein A-Matrix mit 5% Natrium-N- 
Lauroylsarcosinat, 20 mM EDTA and 0,1 M NaCl in Phosphat-Puffer angegeben (Manual 
„Streamline rProtein A", Amersham Pharmacia Biotech, Code 18-1115-67). Wie eigene 
Untersuchungen belegen (Tabelle 1, Figur 1) sind diese Verfahren jedoch nicht hinreichend 
wirksam, um das Protein A-leakage auf ein zuverlassiges und reproduzierbar niedriges MaB zu 
reduzieren. 

Fur den Herstellungsprozefi biopharmazeutischer Arzneimittel ist es von groBter Bedeutung 
stabile Protein A-Matices mit einem reproduzierbar niedrigen Protein A-leakage einzusetzen. 
Solche Matrices, mit konstant niedrigem Leakage sind jedoch zur Zeit nicht ausreichend in 
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zuverlassiger Qualitat verfugbar. Beispielhaft dargestellt ist dies in Tabelle 1 (Figur 1) fur 
verschiedene Chargen einer Protein A-Sepharose. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein geeignetes Verfahren zur Vorbehandlung und / 
oder Behandlung von Affinitatschromatographie-Matrices zu entwickeln und zu etablieren, das 
eine Reduktion des Ligznden-leakage auf ein reproduzierbar niedriges Niveau gewahrleistet und 
somit im Ergebnis eine konstante Qualitat von Affinitatsmatrices garantieren kann. Von 
besonderem Interesse war ein entsprechendes Verfahren fur die Vorbehandlung von Protein A- 
Matrices zu etablieren, die insbesondere zur Reinigung von Antikorpern verwendet werden. 

Beschreibung der Erfindung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Vorbehandlung und / oder 
Behandlung von Affinitatschromatographie-Matrices, das geeignet ist das Uganden-leakage 
zuverlassig und reproduzierbar zu reduzieren und somit eine konstante Qualitat von 
Affinitatschromatographie-Matrices zu garantieren, ohne dass dabei die Aktivitat der 
Affinitatschromatographie-Matrix und/oder deren chromatographische Eigenschaft negativ 
beeinflusst werden. Nachfolgend meint der Begriff ,3ehandlung" auch eine Vorbehandlung der 
Affinitatschromatographie-Matrix vor ihrer Verwendung zu chromatographischen Zwecken. 

Uberraschenderweise konnte ein Verfahren gefunden werden, das als wesentlichen 
Verfahrensschritt eine Behandlung der Affinitatschromatographie-Matrix mit einer 
oberflachenaktiven Substanz entMlt. Oberflachenaktive Substanzen im Sinne der Erfindung sind 
sowohl nicht-ionische als auch ionische Detergenzien, einschlieBlich zwitterionischen 
Detergenzien. Eine entsprechende erfmdungsgemaBe Behandlung einer Affinitats- 
chromatographie-Matrix wird nachfolgend auch als „Detergenzbehandlung" bezeichnet 

Die Effektivitat des erfmdungsgemaBen Verfahrens wird maBgeblich von der Behandlungsdauer 
(Kontaktzeit), dem Volumen, der Temperatur und der verwendeten oberflachenaktiven Substanz 
bestimmt. Uberraschenderweise zeigte sich, dass zwischen Behandlungsdauer und Reduktion des 
Liganden-feafoige zu Beginn der Behandlungsdauer keine lineare Beziehung besteht. Es stellte 
sich heraus, dass eine Kontaktzeit (Behandlungsdauer) von weniger als 16 bis 20 Std. keinen 
oder nur einen geringen Effekt auf die Reduktion des Liganden-/eafaz#e bei Raumtemperatur 
(RT) hatte (Figuren 1 1 und 14). Mit Raumtemperatur sind Temperaturen zwischen 15 und 25 °C 
gemeint. Erst ab einer Behandlungszeit von ca. 16 Std. trat eine deutliche Reduktion des 
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Liganden-leakage ein. Dabei ist die in Figur 1 1 dargestellte Menge an Protein A umgekehrt 
proportional zum Liganden-leakage das eine Protein A-Matrix nach entsprechender 
Vorbehandlung noch zeigt. 

Mit zunehmender Behandlungsdauer kann das Liganden-leakage weiter reduziert werden. Die 
benotigte Behandlungsdauer reduziert sich hierbei mit steigender Temperatur 
(Verfahrenstemperatur). Bei einer Temperatur oberhalb von 25°C, insbesondere bei 30 — 40°C 
und im Besonderen bei 36 - 38°C reduziert sich die erforderliche Behandlungsdauer des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, die erforderlich ist urn das Liganden-leakage reproduzierbar 
niedriges MaB zu reduzieren ohne dabei die Aktivitat der Afflnitatschromatographie-Matrix oder 
die chromatographischen Eigenschaften zu beeintrachtigenden, auf 4-16 Std. (Figur 14).Die 
Figur 12 verdeutlicht, dass eine weitere Temperaturerhohung, beispielsweise bis 55°C einen 
weiteren positiven Effekt auf das Ligznden-leakage hat, also zu einer erfindungsgemaBen 
Verringerung des Liganden-leakage fuhrt. 

ErfindungsgemaB ist demnach ein Verfahren zur Reduktion der Liganden-leakage, bestehend aus 
einer Behandlung einer Affinitatschromatographie-Matrix mit mindestens einer oberflachen- 
aktiven Substanz flir mindestens 16 Std., bevorzugt fur 16 - 48 Std., bei 15 - 25°C (RT). Das 
Verfahren lasst sich bei gleicher Behandlungszeit (16-48 Std.) allerdings auch bei 
Temperaturen unterhalb von 15°C (RT) durchfuhren, wobei eine Behandlung bei RT bevorzugt 
ist. Bei Temperaturen oberhalb von 25°C, insbesondere zwischen 30 - 40°C, insbesondere bei 36 
- 38°C betragt die erfindungsgemaBe Behandlungsdauer mindestens 4 Std. Besonders bevorzugt 
ist hierbei ein entsprechendes Verfahren bei dem die Kontaktzeit zwischen 4 und 16 Std. liegt. 
Eine weitere Temperaturerhohung auf Temperaturen oberhalb von 40°C kdnnen zu einer 
weiteren Verkurzung der Kontaktzeit fuhren. Bevorzugt sind hier insbesondere Temperaturen bis 
etwa 55°C, insbesondere Temperaturen zwischen 40 - 55°C, insbesondere zwischen 50 — 55°C. 
Die optimale Kontaktzeit in Abhangigkeit der Inkubationstemperatur kann sehr leicht und ohne 
erheblichen Aufwand mit Hilfe einer der in dieser Anmeldung beschriebenen Methoden zur 
Bestimmung der Liganden-leakage (Jnkubationstest, Small Scale-Verfahren) ermittelt werden. 
Generell bevorzugt ist ein Verfahren bei dem die Verfahrenstemperatur zwischen 25 und 55°C 
und die Kontaktzeit zwischen 4 und 16 Std. betragt. Bei Raumtemperatur oder darunter betragt 
die Kontaktzeit des erfindungsgemaBen Verfahrens mindestens 16 Std., bevorzugt zwischen 16 - 
48 Std. 
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Eine weitere Ausfuhrungsform der Erfindung besteht in der Behandlung der 
Affinitatschromatographie-Matrix fiir mindestens 16 Std. bei RT mit mindestens 5-30 
Bettvolumen, vorzugsweise mit nicht weniger als 10 Bettvolumen, zumindest einer 
oberflachenaktiven Substanz. Dariiber hinaus gilt ein Verfahren als erfindungsgemaB, bei dem 
die Affmitatschromatographie-Matrix ftir mindesten 4 Std. bei einer Temperatur von 36- 38°C 
mit mindestens 5-15 Bettvolumen zumindest einer oberflachenaktiven Substanz behandelt 
wird. In letzterem Verfahren kann die Temperatur auch iiber 38°C erhoht werden, beispielsweise 
auf Temperaturen bis etwa 55°C. Wie die Figur 12 verdeutlich, fiihrt eine entsprechende 
Temperaturerhohung zu einer weiteren Verringerung des Liganden-Zeafazge. 

ErfindungsgemaB sind aber auch solche Verfahren, bei denen die Kontaktzeit weniger als 4 Std. 
fur Temperaturen oberhalb von 25°C und weniger als 16 Std. fur Temperaturen bis 25°C 
betragen, sofern das Verfahren in seiner Gesamtheit in der Lage ist, das Liganden-leakage auf 
ein reproduzierbar niedriges MaB zu reduzieren, ohne dabei die Aktivitat der Affinitats- 
chromatographie-Matrix oder die chromatographischen Eigenschaften zu beeintrachtigen. Der 
positive Einfluss steigender Reaktionstemperaturen auf die Verringerung des Liganden-leakage 
ergibt sich beispielhaft aus Figur 12. 

Ein reproduzierbar niedriges Niveau im Sinne der Erfindung meint beispielsweise, dass das 
Liganden-leakage einer Affinitatschromatographie-Matrix, bestimmt nach einer der nachfolgend 
beschriebenen Methoden zur Bestimmung der Ligznden-leakage (Inkubationstest, Small Scale- 
Verfahren), einen Wert kleiner 80 ng Ligand / mg Affinitatsmatrix aufweist. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung betragt die Liganden-tea/wge bestimmt nach einer 
dieser Methoden einen Wert kleiner 40 ng Ligand / mg Affinitatsmatrix, in einer besonders 
bevorzugten Ausfuhrung einen Wert von kleiner 20 ng Ligand / mg Affinitatsmatrix, und in 
einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung einen Wert von kleiner 
10 ng Ligand / mg Affinitatsmatrix. 

Die hier beschriebenen erfindungsgemaBen Verfahren sind besonders geeignet, die Liganden- 
leakage von Protein A-Matrices zu verringern. Folglich gelten die hier beschriebenen Verfahren 
als erfindungsgemaB, wenn sie zur Behandlung von Protein A-Matrices eingesetzt werden. 
Protein A-Matrices im Sinne der Erfindung sind Affinitatschromatographie-Matrices die 
immobilisiertes Protein A als Liganden enthalten. Dies umfasst Affinitatsmatrices die wildtyp 
Protein A, beispielsweise aus Staphylococcus aureus als Liganden enthalten. Eine Beschreibung 
von Protein A befindet sich u.a. bei Lofdahl, S. et al., 1983 und Lindmark et. al., 1983. Dariiber 
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hinaus bezieht sich die Erfindung auch auf Matrices mit rekombinant hergestelltem Protein A als 
Liganden. Rekombinantes Protein A ist beispielhaft von Duggleby CJ. und Jones, S.A., 1983 
oder Li, R. et al., 1998 beschrieben und dem Fachmann bekannt. 

Das Protein A kann hierbei an verschiedene Tragermaterialien wie zum Beispiel an Agarosen, 
Polysaccharide, Dextrane, Silica-Gele, Glas-beads gekoppelt sein. Eine nicht abschlieBende 
Aufstellung geeigneter Tragermaterialien findet sich in Harlow, E. und Lane, D. 1999. Ein 
haufig verwendetes Tragermaterial bilden auf Agarose basierende Materialien, wie z.B. die dem 
Fachmann bekannten „Sepharosen" der Firma Amersham Pharamcia Biotech, Uppsala, 
Schweden. Spezielle Beispiele fur Protein A-Sepharosen finden sich im Manual dieser Firma zu 
dem Thema ^Affinity Chromatography" aus dem Jahr 2001. Daruber hinaus sind dem Fachmann 
weitere Protein A-Chromatographie-Matrices bekannt, wie z.B. MabSelect (Firma Amersham 
Pharamcia Biotech, Uppsala, Schweden), STREAMLINE™ rProtein A, (Firma Amersham 
Pharamcia Biotech, Uppsala, Schweden), Poros A (Millipore, Durham, England). Das 
erfindungsgemaBe Verfahren schlieBt eine Behandlung der entsprechenden Matrices mit ein, 
wobei die Aufzahlung der Matrices beispielhaft und nicht abschlieBend zu verstehen ist. 

Die Kopplung des Liganden erfolgt in der Regel iiber freie Amino-, Carboxyl- oder Schwefel- 
Gruppen mittels Cyanogen-Bromid-Aktivierung, NHS-Aktivierung oder Thiol-Kopplung an die 
Tragermatrix. Siehe hierzu beispielhaft Manual ,^Affinity Chromatography", Amersham 
Pharamcia Biotech, Uppsala, Schweden, 2001. 

Neben einer Angabe der Liganden-fea&age in ng Ligand / mg Affinitatsmatrix ist speziell fur das 
Ligmdcn-leakage von Protein A-Sepharose die Angabe in ng Protein A / mg Antikorper 
(=ppm) eine gebrauchliche Grosse, da hier die Konzentration des Liganden 
(Prozesskontaminante) in Bezug zur Konzentration des Antikorpers gesetzt wird. Die oben 
beschriebenen Zahlenwerte fur ein reproduzierbar niedriges Niveau an Liganden-/ea£a#e in ng 
Ligand / mg Affinitatsmatrix entsprechen sich hierbei weitestgehend. 

Demnach entspricht ein reproduzierbar niedriges Niveau an Protein A-leakage beispielhaft 
einem Leakage, bestimmt nach einer der nachfolgend beschriebenen Methoden zur Bestimmung 
der Liganden-leakage (Inkubationstest, Small Scale-Verfahreri), einem Wert von kleiner 80 ppm 
Protein A. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung betragt die Protein A-leakage 
bestimmt nach einer dieser Methoden einem Wert von kleiner 40 ppm Protein A, in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrung einem Wert von kleiner 20 ppm Protein A, und in einer 
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weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung einem Wert von kleiner 10 
ppm Protein A. 

Die Wirksamkeit des erfindungsgemaBen Verfahrens, mit der das Liganden-leakage, 
insbesondere das Protein A-leakage, verringert werden kann, kann dadurch gesteigert werden, 
dass die Matrix zusatzlichen Behandlungsschritten ausgesetzt ist. Als wirksam zeigte sich ein 
Verfahren, bei dem die Affinitatsmatrix zusatzlich zur der Detergenzbehandlung (mit mindestens 
einer oberflachenaktiven Substanz) mit einer chaotropen Substanz vor- und / oder nachbehandelt 
wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Verfahrens folgt dem Behandlungsschritt mit einer 
chaotropen Substanz ein Waschschritt mit einem fur die Affinitatsmatrix stringenten 
Elutionspuffer. Mit einem ,jur die Affinitatsmatrix stringenten Elutionspuffer" im Sinne der 
Erfindung sind solche Elutionspuffer gemeint, die eine spezifische Elution einer zu reinigenden 
Substanz von ihrem Liganden ermoglichen. Handelt es sich beispielsweise bei der zu 
reinigenden Substanz urn einen Antikdrper und bei dem Liganden urn Protein A, so erftillt ein 
saurer Elutionspuffer (pH 2,0 - 4,0) die Anforderungen eines stringenten Elutionspuffer im"< 
Sinne der Erfindung (Affinity Chromatography - Principles and Methods, Seite 63, AmershamV 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden). 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform folgt dem Waschschritt mit einem fur die 
Affinitatsmatrix stringenten Puffer ein weiterer Waschschritt mit einem neutralen Puffer, dessen 
pH beispielsweise zwischen pH 6,5 - 8,5 liegt. 

Demnach gelten solche Verfahren als erfindungsgem&B, die neben einer der oben beschriebenen 
erfindungsgemaBen „Detergenzbehandlung" einen der folgenden Schritte beinhalten: 

(A) Behandlung der Matrix mit einer chaotropen Substanz; oder 

(B) Behandlung der Matrix mit einer chaotropen Substanz gefolgt von einem Waschschritt 
mit einem fur die Affinitatsmatrix stringentem Elutionspuffer; oder 

(C) Behandlung der Matrix mit einer chaotropen Substanz, gefolgt von einem Waschschritt 
mit fur die Affinitatschromatographie stringenten Elutionspuffer und einem neutralen 
Waschpuffer, bevorzugt pH 6,5 - 8,5, 

insbesondere dann, wenn einer dieser Schritt der Detergenzbehandlung vorangestellt wird 
und/oder sich an diese anschlieBt. In einem besonders bevorzugten Verfahren handelt es sich bei 
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der chaotropen Substanz urn Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, bevorzugt in einer 
Konzentration von 4 - 6 M. 

Ein entsprechendes Verfahren ist besonders fur die Verringerung der Ligandsn- leakage von 
Protein A-Matrices geeignet und gilt folglich als besonders erfindungsgemaB, wenn ein saurer 
Elutionspuffer, bevorzugt mit einem pH-Wert von 2,0 - 4,0 verwendet wird. 

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform der Erfindung besteht in einem Verfahren, welches 
die folgenden Verfahrensschritte beinhaltet oder aus diesen besteht: 

(A) Vorbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix mit einer chaotropen Substanz, 
gefolgt von einem sauren Puffer, bevorzugt pH 2,0 - 4,0, und einem neutralen Puffer, 
bevorzugt pH 6,5 - 8,5; 

(B) Behandlung der Affinitatschromatographie-Matrix mit zumindest einer oberflachen- 
aktiven Substanz nach einem der oben beschriebenen Verfahren, das geeignet ist das 
Liganden-leakage zu reduzieren; 

(C) Nachbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix mit einer chaotropen Substanz, 
gefolgt von einem sauren Puffer (pH 2,0 — 4,0) und einem neutralen Waschpuffer (pH 6,5 
-8,5). 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsform dieser Erfindung, kann der saure Elutionspuffer durch einen 
beliebigen, flir eine Affinitatsmatrix stringenten Elutionspuffer ersetzt werden. Bevorzugt lasst 
sich das oben beschriebene erfindungsgemaBe Verfahren wiederum zur Verringerung der 
Liganden-teafozge von Protein A-Matrices verwenden. 

Oberflachenaktive Substanzen im Sinne der Erfindung sind sowohl nicht-ionische als auch 
ionische Detergenzien, insbesondere zwitterionische Detergenzien. Bei den nicht-ionischen 
Detergenzien handelt es sich bevorzugt um Vertreter der PEG-Alkylether, PEG- 
Sorbitanfettsaureester, Alkylphenyl-PEG-Ether oder PEO-PPO-Block-Co-Polymere. In einer 
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden PEG-Alkylether wie 
Polyoxyethylen(23)laurylether (Brij 35, C )2 H 25 (OCH 2 CH 2 ) n OH, n~23, CAS: 9002-92-0) und 
Polyoxyl-20-cetostearylether, oder PEG-Sorbitanfettsaureester (Polysorbat-Derivate) wie 
Polyoxyethylen(20)sorbitan-monolaurat (Polysorbat 20, CAS: 9005-64-5) oder Polyoxyethylen 
(20)sorbitan-monooleat (Polysorbat 80, CAS: 9005-65-6), oder Alkylphenyl-PEG-Ether 
(Octoxynol-Derivate), wie t-Octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton-X-100, CAS: 9002-93-1), 
oder ein Nonylphenol-polyoxyethylenether wie Polyglycolether (nonionic surfactants) Typ NP- 
40 (Tergitol NP40, CAS: 127087-87-0) oder verzweigter Polyoxyethylen-nonylcyclohexylether 
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(Triton N-101, CHwC^oCOCHaCH^OH, CAS: 123359-41-1), oder PEO-PPO-Block-Co- 
Polymere (Poloxamer-Derivate), wie Polyoxyethylen-polyoxypropylen-block-copolymer 
(Pluronic F 68, Lutrol F 68, Poloxamer 188, CAS: 9003-11-6 oder Poloxamer 407, Pluronic F 
127, Lutrol F 127, CAS: 9003-11-6) verwendet. Dariiber hinaus eignet sich auch die 
Verwendung von Polyethylenglycol (PEG) zur Behandlung der Affinitatsmatrices, so dass auch 
deren Verwendung als erfindungsgemaB gilt. 

Unter Polyglycolether (nonionic surfactants) Typ NP-40 (Tergitol NP40, CAS: 127087-87-0) ist 
eine Verbindungen mit folgender Strukturformel zu verstehen: 



C 9 H 1 9 -\ 7~ OCH 2 CH 2 (OCH 2 CH 2 ) 8 OH 



Unter Polyoxyethylen-polyoxypropylen-block-copolymer (Pluronic F 68, Lutrol F 68, 
Poloxamer 188, CAS: 9003-1 1-6) sind Verbindungen mit folgender Strukturformel zu verstehen: 

CH 3 

H O CH 2 CH 2 CH CH 2 CH 2 CH 2 ^~OH 

Unter Polyoxyethylen-polyoxypropylen-block-copolymer (Pluronic F 127. Lutrol F 127, 
Poloxamer 407, CAS: 9003-1 1-6) sind Verbindungen mit folgender Strukturformel zu verstehen: 

CH 3 



H O CH 2 CH 2 ^-^O CH CH 2 CH 2 CH 2 -^-OH 



Von den zwitterionischen Detergenzien eignen sich insbesondere 3-(3-Cholamidopropyl)- 
dimethylammonio-l-propansulfonat (CHAPS, CAS: 75621-03-3) oder 3-(3-Cholamidopropyl)- 
dimethyl-ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat (CHAPSO, CAS: 82473-24-3) fur die er- 
findungsgemaBe Behandlung der Matrices. 

Die nicht-ionischen Detergenzien werden bevorzugt in einer Konzentration von 0,001 bis 5% 
(v/v) eingesetzt. Besonders bevorzugt ist die Verwendung von Polysorbat (20 und 80) in einer 
Konzentration > 0,005 % (v/v), Pluronic (F68) in einer Konzentration von > 0,001 % (v/v) und 
Triton-X-100 in ein Konzentration von > 0,001 % (v/v) ist. In einer weiteren Ausftihrung der 
Erfindung wird Polysorbat, bevorzugt Polysorbat 20, in einer Konzentration von 0,005 - 0,5 % 
(v/v), Pluronic, bevorzugt Pluronic F68, und Triton-X-100 in ein Konzentration von > 0,001 - 
0,1% (v/v) eingesetzt. Polyethylenglycol eignet sich ebenfalls in einer Konzentration von > 0,01 
(v/v), wird aber bevorzugt in einer Konzentration von 0,01- 1% verwendet. 
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Zwitterionische Detergenzien werden bevorzugt in einer Konzentration von 0,01 bis 1% (v/v) 
eingesetzt, besonders bevorzugt ist die Verwendung der Detergenzien CHAPS und/oder 
CHAPSO in einer Konzentration > 0,01% (v/v). In einer weiteren Ausfuhrungsform betragt die 
Konzentration von CHAPS und/oder CHAPSO 0,01 - 1% (v/v). 

ErfindungsgemaB ist auch die Behandlung der Affinitatschromatographie-Matrices, bevorzugt 
die Behandlung Protein A-Matrices mit einer Kombination aus den besagten Detergenzien. 

Neben den Verfahren zur Reduktion der Liganden-leakage sind auch ,,/ow leakage" 
Affinitatschromatographie-Matrices Gegenstand der vorliegenden Erfindung, die nach einem der 
oben beschriebenen, erfindungsgemaBen Verfahren zur Verringerung der Liganden-leakage 
behandelt wurden. In einer bevorzugten Ausfuhrung sind low leakage Protein A-Matrices 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung, sofem sie nach einem entsprechenden Verfahren zur 
Verringerung der Protein A-leakage behandelt wurden. Low leakage Protein A-Matrices meint 
sowohl Matrices, die wildtyp, wie zum Beispiel Protein A von Staphylococcus aureus, oder 
rekominant hergestelltes Protein A enthalten. Beispielhaft zu nennen sind: Protein A-Sepharosen 
und Protein A-Sepharose-beads (z.B. STREAMLINE™ rProteinA der Firma Amersham 
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), wobei die Aufzahlung nur beispielhaft und nicht 
abschliefiend zu verstehen ist. 

Zusatzlich zu den besagten Verfahren zur Verringerung der Liganden-leakage von Affinitats- 
matrices sowie zu entsprechend behandelten low leakage Affinitatschromatographie-Matrices 
beinhaltet die vorliegende Erfindung Methoden zur Bestimmung der Liganden-leakage. Eine 
entsprechende Methode wird nachfolgend auch als inkubationstest" , eine weitere als ,JSmall- 
Scale-Verfahren" bezeichnet. 

Der erfindungsgemaBe Inkubationstest beinhaltet die nachfolgend beschriebenen 
Verfahrensschritte (A) - (C), in einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform besteht der 
Inkubationstest aus diesen Verfahrensschritten: 

(A) Vorbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix nach einem der oben beschriebenen 
erfindungsgemafien Verfahren, das geeignet ist die Liganden-leakage zu reduzieren; 

(B) Inkubation der vorbehandelten Affinitatschromatographie-Matrix mit einer zusatzlichen 
Losung die auch als Probe bezeichnet wird; und 
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(C) Quantifizierung des Liganden in der zusatzlichen Losung (Probe) uber einen geeigneten 
quantitativen Test, wobei es bei dem quantitativen Test beispielsweise urn einen Liganden- 
spezifischen ELISA handelt. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der hier dargestellten erfinderischen Methode zur 

Bestimmung der Liganden-feaiage wird die Affinitatschromatographie-Matrix unter Schritt A 

wie folgt vorbehandelt: 

In einem ersten Schritt (Schritt (Al)) erfolgt eine Behandlung der Affinitatsmatrix mit einer 
chaotropen Substanz, bevorzugt mit Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, besonders bevorzugt 
in einer Konzentration von 4 - 6 M, gefolgt von einem Waschschritt mit einem fur die 
Affinitatsmatrix stringenten Elutionspuffer, gefolgt von einem Waschschritt mit einem neutralen 
Puffer, bevorzugt mit einem pH-Wert von 6,5 - 8,5. 

In Schritt (A2) erfolgt eine Behandlung der Affinitatsmatrix mit mehreren Bettvolumina, 
bevorzugt 5 - 30, zumindest einer oberflachenaktiven Substanz, wobei die Kontaktzeit 
mindestens 4 Std. und die Inkubationstemperatur zwischen 25 - 37°C betragt. Die Temperatur 
kann jedoch auch uber 37°C erhoht werden, beispielsweise auf Werte bis etwa 55°C. 
In Schritt (A3) wird die Affinitatschromatographie-Matrix wiederum mit einer chaotropen 
Substanz, bevorzugt mit Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid, besonders bevorzugt in einer 
Konzentration von 4 - 6 M behandelt, gefolgt von einem Waschschritt mit einem fur die 
Affinitatsmatrix stringenten Elutionspuffer, gefolgt von einem Waschschritt einem neutralen 
Puffer, bevorzugt mit einem pH-Wert von 6,5 - 8,5. 

Bei der unter Schritt (B) erwahnten zusatzlichen Losung, handelt es sich bevorzugt urn eine 
Probe die dem Zwischenprodukt entspricht, welches unter Produktionsbedingungen als 
. Ausgangsmaterial fur die Affinitatschromatographie eingesetzt wird. Stellt die 
Affinitatschromatographie beispielsweise den initialen Reinigungsschritt dar, so kann es sich 
beispielhaft urn die Ernteprobe eines Fermentationsprozesses handeln. Dariiber hinaus ist aber 
auch die Verwendung von Zellkulturmedium oder eines beliebigen Puffers vorstellbar und 
erfindungsgemaB. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich 
bei der zusatzlichen Probe urn das Eluat, welches unter Prozessbedingungen gewonnen wird. In 
einer besonderen Ausfuhrungsform betragt die Kontaktzeit fur die Probenbehandlung (Schritt B) 
nicht weniger als 8 Std., wobei die Inkubationstemperatur nicht unter 18°C liegt und bevorzugt 
etwa 37°C betragt. 
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Die quantitative Bestimmung des Liganden kann ilber eine beliebige, dem Stand der Technik 
bekannte MeBmethode erfolgen, die geeignet ist, den Liganden zu quantifizieren. Im Falle eines 
Protein-haltigen Liganden ist beispielsweise eine Proteinbestimmung nach der Biuret- oder 
Lowry-Methode (Harris and Angal, 1995) mdglich. Eine weitere Methode zur Quantifizierung 
von Protein- oder Peptid-Liganden liegt in der Ausnutzung von Antikdrper-Antigen- 
Wechselwirkungen. Die Verwendung entsprechender Testsysteme, bei denen der Ligand iiber 
einen spezifischen, gegen diesen Liganden gerichteten Antikdrper nachgewiesen wird, ist 
beispielhaft in immunoassay", Diamandis, P. und Christopoulos T.K. (1996), beschrieben und 
fur den Fachmann ohne erfinderisches Zutun durchftihrbar. Die hier aufgefuhrten Methoden sind 
beispielhaft und nicht als abschlieBende Aufzahlung zu verstehen. 

Besonders erfindungsgemaB sind die oben beschriebenen Ausfuhningsformen der Methode zur 
Bestimmung der Liganden-/ea£age von Protein A-Matrices. Bei einer entsprechenden Methode 
wird bevorzugt ein saurer Puffer, besonders bevorzugt ein Puffer mit einem pH-Wert von 2,0 - 
4,0 als Elutionspuffer verwendet. Eine weitere Ausfuhrungsform der Methode zur Bestimmung 
der Protein A-leakage ist in den Beispielen (s.u.) beschrieben. Dariiber hinaus ist auch die 
Methode zur Bestimmung der Protein A-leakage der Figur 2 erfindungsgemaB. 

Ein bevorzugtes Verfahren zum Nachweis von Protein A stellt beispielsweise die Verwendung 
eines sog. 9 jSandwich Protein A ELISA" dar, der auch geringe Mengen (ppm) an Protein A 
detektieren kann. Das Prinzip eines solchen Tests ist beispielhaft in 9 J2LISA" 9 Kemeny, D.M. 
(1994), beschrieben, und kann durch den Fachmann ohne wei teres angewendet werden. Fur den 
Protein A-ELISA wird ein hochaffiner anti-Protein A Antikdrper an ein ReaktionsgefaB, 
vornehmlich an eine 96-Loch Mikrotiterplatte fixiert. Der Protein A Nachweis in der zu 
analysierenden Probe erfolgt nach Inkubation der Probe mit dem fixierten anti-Protein A- 
Antikdrper iiber einen zweiten, ebenfalls hochaffinen anti-Protein A-Antikdrper, der zusatzlich 
mit einem Enzym, beispielsweise einer Peroxidase oder alkalische Phosphatase markiert ist. 
Entsprechende unmarkierte und/oder mit einem Enzym markierte anti-Protein A-Antikdrper sind 
dem Fachmann bekannt und z.B. iiber die Firmen American Research Products, Inc. (Belmont, 
USA), Biogenesis Ltd. (Poole, England) oder O.E.M. Concepts, Inc. (New Jersey, USA) zu 
beziehen. Ein entsprechender Inkubationstest dient auch als Referenzmethode fur die 
Bestimmung der erfindungsgemaflen Grenzwerte fur ein reproduzierbar niedriges Niveau an 
Juigmden-leakage, insbesondere fur ein zulassiges Protein A-leakage, 
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ErfindungsgemaB sind auch solche Inkubationstests, die auf dem selbem Verfahrensprinzip 
beruhen und sich lediglich durch Anderungen der Pufferzusammensetzung und/oder der 
Inkubationsbedingungen unterscheiden. Tests, die auf dem selben Verfahrensprinzip beruhen 
sind auch solche, bei denen eine Affinitatsmatrix mit unterschiedlichen Losungen inkubiert wird 
und die Menge an Ligand zumindest in einer Losung als MaB fur die Ugsndcn-leakage bestimmt 
wird. 

ErfindungsgemaB ist daruber hinaus eine weitere Methode zu Bestimmung des Liganden- 
leakage. Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, dass zur Bestimmung der Liganden-/eafaj#e 
unter Prozessbedingungen angewendet werden kann und im weiteren auch als ^mall-Scale 
Verfahren" bezeichnet wird. Die erfindungsgemaBe Methode beinhaltet oder besteht aus den 
nachfolgend beschriebenen Verfahrensschritten: 

(A) Vorbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix nach einem der oben beschriebenen 
erfindungsgemaBen Verfahren, welches geeignet ist das Ugandtn-leakage zu reduzieren; 

(B) Beladen der Affinitatschromatographie-Matrix mit einer zu reinigenden Substanz; 

(C) Waschen der Affinitatschromatographie-Matrix mit einem spezifischen Waschpuffer; ^ 

(D) Inkubation der Affinitatschromatographie-Matrix mit einem stringenten Elutionspuffer; 

(E) Quantifizierung des Liganden im Elutionspuffer iiber einen geeigneten quantitativen Test, 
wobei es sich bei dem quantitativen Test beispielsweise um einen Liganden-spezifischen 
ELISA handelt. 

ErfindungsgemaB ist die Methode sowohl bei Anwendung im „fca*cA-Verfahren" als auch fur 
„saulenchromatographische Verfahren". Eine bevorzugte Ausfuhrungsform dieser Methode dient 
zur Bestimmung der Uganden-leakage von Protein A-Matrices. Eine entsprechende 
erfindungsgemaBe Methode ist in den Beispielen beschrieben. Eine besondere Ausfuhrungsform 
stellt die Methode zur Bestimmung der Protein ^-leakage dar, die im wesentlichen dem 
Verfahren entspricht, welches in Figur 3 der Zeichnungen dargestellt ist. 

ErfindungsgemaB ist daruber hinaus auf ein Verfahren bei dem eines der erfindungsgemaBen 
Verfahren zur Verringerung der Liganden-leakage von Affinitatschromatographie-Matrices bei 
der Reinigung biopharmazeutischer Produkte eingesetzt wird. Dem zur Folge ist auch ein 
Verfahren, bei dem low-leakage Affinitatschromatographie-Matrices zur Reinigung 
biopharmazeutische Produkte eingesetzt werden, Gegenstand der Erfindung. Low-leakage 
Affinitatsmatrices im Sinne der Erfindung sind solche Matrices, die nach einem der hier 
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beschriebenen, erfinderischen Verfahren behandelt bzw. vorbehandelt werden. 
Biopharmazeutische Produkte im Sinne der Erfindung sind Proteine, Peptide, Nukleinsauren 
sowie deren Derivate. ErfindungsgemaB ist folglich auch die Verwendung eines Verfahren zur 
Verringerung der Liganden-leakage von Affinitatschromatographie-Matrices sowie die 
Verwendung von low-leakage Affinitatschromatographie-Matrices bei der Reinigung 
biopharmazeutischer Produkte. 

Eine besondere Ausfuhrungsforrn besteht in einem Verfahren, bei dem eines der hier 
beschriebenen Verfahren zur Verringerung der Protein A-leakage bei der Reinigung von 
Antikorpern oder chimaren Antikorper-Molekulen, einschlieBlich deren Fragmente oder Derivate 
verwendet wird, sowie die Verwendung als solches. ErfindungsgemaB ist folglich auch ein 
Verfahren bei dem low leakage Protein A-Matrices zur Reinigung besagter Antikorpern, 
chimarer Antikorper-Molekulen, einschlieBlich deren Fragmente oder Derivate verwendet 
werden, also ein Verfahren bei dem Protein A-Matrices, die nach einem der hier beschrieben 
erfinderischen Verfahren zur Verringerung der Protein A-leakage behandelt bzw. vorbehandelt 
werden, verwendet werden. ErfindungsgemaB ist auch die Verwendung der low leakage Protein + 
A-Matrices zur Reinigung besagter Antikorper, chimarer Antikorper-Molekulen, einschlieBlich 4 
deren Fragmente oder Derivate. 

Beschreibung der Abbildungen 

Figur 1 beschreibt das unterschiedliche Liganden-leakage von Protein A-Sepharosen, die nicht 
nach einem der erfindungsgemaBen Verfahren vorbehandelt wurden. 

Die Figuren 2 und 3 beschreiben zwei erfindungsgemaBe Verfahren zur Bestimmung der Protein 
A-leakage einer Protein A-Matrix. Bei Figur 2 handelt es sich um die Beschreibung des 
erfindungsgemaBen Inkubationstests, bei Figur 3 um die Beschreibung des erfindungsgemaBen 
Small-Scale Verfahrens. 

Figur 4 verdeutlicht den Effekt der Vorbehandlung einer Protein A-Matrix mit hoher und 
niedriger Protein A-leakage auf die Reduktion der Protein A-leakage. 

Figur 5 zeigt den EinfluB, den eine Behandlung einer Protein A Matrix mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren auf die Reduktion der Protein A-leakage hat, bei mehrfacher 
Beladung der Matrix mit einer biologischen Probe im Small-scale Verfahren. 
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Die Figuren 6-10 zeigen den Effekt der Konzentration von Tween 20, Pluronic F68, Trition-X- 

100, CHAPS und Polyethylenglycol auf die Reduktion der Protein AAeakage. 

Figur 1 1 beschreibt den EinfluB der Behandlungszeit auf die Reduktion der Protein h-leakage. 

Figur 12 beschreibt den EinfluB der Behandlungstemperatur auf die Reduktion der Protein A- 
leakage. In (A, B) und (C, D) sind jeweils zwei unabhangig durchgefuhrte Versuche abgebildet. 

Figur 13 beschreibt die detergenzabhangige Induktion/Reduktion der Protein A-leakage fur 
verschiedene Protein A Matrices. 

Figur 14 beschreibt die Reduktion der Protein A-leakage in Abhangigkeit der Zeit, der 
Temperatur und des Spulvolumens, wobei das Spulvolumen unmittelbar von der 
Behandlungsdauer abhangt. 

Ausfuhrungsbeispiele 

Versuchsbeschreibung: Das Liganden-featoge wurde beispielhaft fur Protein A-Matrices in 
einem Inkubationstest oder ^Small-scale Verfahren" analysiert. Hierzu wird die 
Chromatographiematrix, vorliegend Protein A-Sepharose, entsprechend der Versuchs- 
beschreibung / des Versuchsaufbaus der beigefflgten Skizzen (Figur 2 und 3) behandelt und 
anschlieBend mit einer Losung (Probe) von Interesse inkubiert bzw. beladen. Als Probe diente 
beispielhaft Zellkulturmedium oder eine Ernteprobe aus dem Fermentationsprozess: 

In Schritt 1 wird die Protein-A Sepharose seriell mit einem Bettvolumen (BV) Harnstoffpuffer 
(6M), vier BV eines sauren Elutionspuffer (0,1M NaCl, pH 4,0), sechs BV eines physiologischen 
Equilibrierungspuffer (30 mM Tris-HCl, 0,1 5M NaCl, pH 7 - 8) vorbehandelt. 
In Schritt 2 wird die Protein A-Matrix uber einen Zeitraum zwischen 4-48 Stunden mit einem 
Detergenz, vornehmlich 0,2% Pluronic bzw. 0,2% Tween 20, bei 25 - 37°C inkubiert/gesptilt. 
Dies entsprach ungefahr fiinf bis dreiBig BV Puffer (Schritt 2). 

Nachfolgend in Schritt 3 wird die Matrix mit einem Bettvolumen (BV) des Harnstoffpuffers 
(6M), vier BV eines sauren Elutionspuffer (0,1M NaCl, pH 4,0) und sechs BV eines neutralen 
Puffers (30 mM Tris-HCl, 0,1 5M NaCl, pH 7 - 8) gespiilt. 

Zur Bestimmung der Protein A-leakage im „Inkubationstest" wird eine Probe an Protein-A 
Sepharose einer entsprechend vorbehandelten Matrix entnommen und mit einem Volumen einer 
spezifischen Probe uber eine bestimmte Zeit inkubiert. Vorliegend wurde Zellkulturmedium als 
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Probe verwendet. Denkbar ist aber auch die Verwendung von saurem Elutionspuffer oder einem 
beliebigen Puffer. AnschlieBend wurde die Protein A-Matrix durch Zentrifugation (5 min., 
13000 rpm, Eppendorf Rotor F45-24-1 1) abgetrennt. Das Protein A-leakage wurde nun uber die 
Menge an Protein A in der Probe bestimmt (s.u.). 

Alternativ erfolgt die Bestimmung der Protein A-leakage bei dem ,JSmall scale Verfahren" direkt 
in Anlehnung an das verwendete industrielle Reinigungsverfahren. Hierzu wird die Matrix nach 
den Behandlungsschritten 1-3 (s.o.) mit einem Beladungspuffer beladen, der wahlweise die zu 
reinigende Substanz enthalt. AnschlieBend wird die Affinitatsmatrix unter Prozessbedingungen 
mit einem Waschpuffer (30mM Tris-HCl, 0,1 5M NaCl, pH 7-8) gewaschen. Nachfolgend erfolgt 
ein Elutionsschritt mit einem sauren Elutionspuffer (0,1 M NaCl, pH 4,0). Das Eluat wird 
aufgefangen und die Protein A Menge als MaB fur die Protein A-leakage bestimmt. 

Die Protein A Bestimmung erfolgte in beiden Fallen uber einen Sandwich Protein A ELISA" der 
auch geringe Mengen (ppm) an Protein A detektieren kann. Hierzu wurde ein hochaffiner anti- 
Protein A-Antikorper an ein ReaktionsgefaB, vornehmlich an eine 96-Loch Mikrotiterplatte 

fixiert. Der Protein A-Nachweis erfolgt nach Inkubation der Probe mit dem fixierten anti-Protein ..„ 

\* 

A-Antikorper uber einen zweiten, ebenfalls hochaffinen anti-Protein A-Antikorper, der ' 

** 

zusatzlich mit einem Enzym, beispielsweise einer Peroxidase oder alkalische Phosphatase 
markiert ist. Entsprechende unmarkierte und Enzymmarkierte anti-Protein A-Antikorper sind 
dem Fachmann bekannt und beispielsweise tiber die Firmen American Research Products, Inc. 
(Belmont, USA), Biogenesis Ltd. (Poole, England) oder O.E.M. Concepts, Inc. (New Jersey, 
USA) zu beziehen. Alternativ kann ein kommerzielles Testkit (ELISA) fiir den Protein A- 
Nachweis z.B. uber die Fa. ReliGen Corp. (Needham, USA) bezogen werden. Die Durchfuhrung 
des Test erfolgt hierbei entsprechend den Angaben des Herstellers. 

Ergebnisse: Vorbehandlung von Protein A Sepharose zur Reduktion des Protein A-leakage 

Das Protein A-leakage Verhalten einer Protein A-Matrix, die ein hohes Protein A-leakage zeigt, 
kann durch eine kombinierte Vorbehandlung der Affinitatsmatrix mit einem Harnstoff-Puffer, 
Elutionspuffer, Equilibrierungspuffer und nicht-ionischem Detergenz signifikant reduziert 
werden (Figur 4). Die gewahlte Detergenzkonzentration lag bei 0,2%. Das Protein A-leakage 
Verhalten einer Protein A-Sepharose, die bereits ein niedriges leakage vor Behandlung gezeigt 
hat, bleibt durch die Vorbehandlung unverandert stabil erhalten (Figur 4). Durch die 
beschriebene Vorbehandlung der Protein A-Matrix wird weder die Aktivitat der Affinitatsmatrix 
noch ihre chromatographische Eigenschaft (Performance) negativ beeinflusst. Die behandelten 
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Protein A-Sepharosen zeigen tiber mehrere Beladungs- und Elutionszyklen ein stabiles 
Liganden-leakage (Figur 5) und sind bzgl. ihrer Kapazitat und Elutionsverhalten unverandert 
stabil. 

Induktion des Protein A-leakages in Abhangigkeit der Detergenz-Konzentration 

Die Induktion des Protein A-leakage ist abhangig von der Konzentration des eingesetzten 
Detergenz. Der optimale Konzentrationsbereich des eingesetzten Detergenz liegt je nach 
Substanz zwischen 0,001 -1,0% (siehe Figuren 6-10). Die optimale Detergenz-Konzentration 
wird mit Hilfe des Inkubationstests oder des Small-scall Verfahrens oder einem auf einem 
vergleichbaren Verfahren beruhenden Test fiir jede Anwendung der Affinitatsmatrix bestimmt. 

Zeitabhdngigkeit der Protein A-leakage Reaktion 

Die Zeitabhangigkeit der Reaktion/Vorbehandlung der Protein A-Sepharose wurde in 
Inkubationsversuchen gezeigt. Wird Protein A-Sepharose in Detergenz-haltigem Puffer, 
beispielsweise in 0,1% Pluronic F68, inkubiert, so ist das leakage der Protein A-Sepharose 
abhangig von der Zeit (Figur 11). Dabei stellte sich uberraschenderweise heraus, dass erst eine 
Behandlungszeit (Kontaktzeit) von mindestens 16 bis 24. Std. zu einer deutlichen Reduktion der 
Protein hrleakage fiihrt. Figur 14 zeigt ferner, dass die Kontaktzeit bei 25°C idealerweise 16 bis 
48 Std. betragt. Erhoht man die Temperatur auf iiber 25°C, z.B. auf 37°C, so verkiirzt sich die 
erforderliche Behandlungszeit betrachtlich auf mindestens 4 Std., liegt idealerweise bei 4 - 16 
Std. Ebenso besteht eine direkte Volumenabhangigkeit der Vorbehandlung der Protein A-Matrix 
mit Detergenz. 

Temperaturabhdngigkeit der Protein A-leakage Reaktion 

Die Elution/Induktion des Protein A-leakage ist abhangig von der Inkubationstemperatur. Ein 
Vergleich des Ligznden- leakage von Protein A-Sepharose in zwei unabhangigen Versuchsserien 
bei 2-8°C, 25°C (RT) und 37°C bzw. 2-8°C, 37°C, 45°C, 50°C und 55°C zeigt eine direkte 
Abhangigkeit des Liganden-leakage von der Temperatur: je hoher die Inkubationstemperatur, 
desto effektiver kann instabil oder nicht kovalent gebundenes Protein A aus der Affinitatsmatrix 
herausgelost werden (Figur 12). Die ideale Inkubationstemperatur fur industrielle Anwendungen 
liegt bei 20 - 25°C (RT). Bei Bedarf kann die Temperatur auch auf 37°C oder daruber hinaus 
erhoht werden, beispielsweise auf etwa 50°C oder auch auf etwa 55°C, wodurch sowohl die 
Behandlungsdauer als auch das benotigte Spiilvolumen bei Erreichen des gleichen Effekts 
entsprechend reduziert werden konnen (vgl. auch Fig. 14). 
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Vorbehandlung von verschiedenen Protein-A-Matrices 

Die Induktion des Protein A-leakage zeigt sich fur verschiedene Protein A-Matrices (z.B. 
wildtyp/ rec. Protein A-Sepharose, MabSelect, etc.) nach erfindungsgemaBer Behandlung der 
Matrices mit Detergenz (Figur 13). 
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Ansprttche 

1. Verfahren zur Behandlung einer Affinitatschromatographie-Matrix zur Verringerung der 
Liganden-leakage mit mindestens einer oberflachenaktiven Substanz, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Kontaktzeit mindestens 4 Std. betragt. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kontaktzeit zwischen 4 und 
16 Std. betragt. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kontaktzeit mindestens 16 
Std. betragt. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kontaktzeit zwischen 16 
und 48 Std. betragt. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1-2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Verfahrenstemperatur zwischen etwa 25 und etwa 55°C betragt. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 3-4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Verfahrenstemperatur zwischen etwa 1 5 und etwa 25°C betragt 41 

7. Verfahren gemaB einer der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass die Affinitats- 4 
chromatographie-Matrix mit mindestens 5-10 Bettvolumeri der oberflachenaktiven 
Substanz(en) gesptilt wird. 

8. Verfahren gemaB einer der vorherigen Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Affinitatschromatographie-Matrix zusatzlich mit einer chaotropen Substanz behandelt wird. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Affinitatschromatographie- 
Matrix zusatzlich mit einem fur die Affinitatsmatrix stringenten Elutionspuffer behandelt 
wird. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9 dadurch gekennzeichnet, dass die Affinitatschromatographie- 
Matrix zusatzlich mit einem neutralen Puffer (pH 6,5 - 8,5) behandelt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 8-10 dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der 
chaotropen Substanz um HarnstofF oder Guanidinhydrochlorid handelt. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 11, wobei Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid in einer 
Konzentration von 4 - 6 M verwendet wird. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 9-12, wobei es sich bei dem Elutionspuffer um einen 
sauren Elutionspuffer handelt (pH 2,0 - 4,0). 
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14. Verfahren zur Behandlung einer Affinitatschromatographie-Matrix nach einem der 
vorherigen Anspriichen mit den Schritten: 

a) Vorbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix mit einer chaotropen Substanz, 
gefolgt von einem sauren Puffer (pH 2,0 - 4,0) und einem neutralen Puffer (pH 6,5 - 8,5) 

b) Behandlung der Affirutatschromatographie-Matrix mit mindestens 5-10 Bettvolumen 
zumindest einer oberflachenaktiven Substanz fur mindestens 4 Std. bei einer 
Verfahrenstemperatur ab 25 bis 55°C oder fiir mindestens 16 Std. bei einer 
Verfahrenstemperatur von unter 25°C. 

c) Nachbehandlung der Aifinitatschromatographie-Matrix mit einer chaotrophen Substanz, 
gefolgt von einem sauren Puffer (pH 2,0 - 4,0) und einem neutralen Puffer (pH 6,5 — 
8,5). 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1-14, wobei es sich bei der (den) oberflachenaktiven 
Substanz(en) um ein nicht-ionisches Detergenz oder ein zwitterionisches Detergenz handelt. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1-14, wobei es sich bei der (den) oberflachenaktiven 
Substanz(en) um ein PEG-Alkylether, ein PEG-Sorbitanfettsaureester, ein AlkylphenylrPEG- ■'* 
Ether, ein PEO-PPO-Block-Co-Polymere oder um Polyethylenglycol handelt. " 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1-14, wobei es sich bei der oberflachenaktiven 
Substanz mindestens um eine der folgenden Substanzen: 

- ein PEG-Alkylether wie Polyoxyethylene(23)laurylether (Brij 35) oder Polyoxyl-20- 
cetostearylether, 

ein PEG-Sorbitanfettsaureester (Polysorbat-Derivat) wie etwa Polyoxyethylen(20) 
sorbitan-monolaurat (Polysorbat 20) oder Polyoxyethylen(20)sorbitanmonooleat 
(Polysorbat 80), 

- ein Alkylphenyl-PEG-Ether (Octoxynol-Derivat) wie etwa t-Octylphenoxy- 
polyethoxyethanol (Triton-X-100), 

ein Nonylphenol Polyoxyethylenether wie etwa Polyglycolether (Tergitol NP40) oder 
ein verzweigter Polyoxyethylen-nonylcyclohexylether (Triton N-101), 

- ein PEO-PPO-Block-Co-Polymere (Poloxamer-Derivate), wie Polyoxyethylen- 
polyoxypropylen-block-copolymer (Pluronic F 68, Lutrol F 68, Poloxamer 188, oder 
Pluronic F 127, Lutrol F 127, Poloxamer 407), 
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ein Polyethylenglycol 
handelt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1-14, wobei es sich bei der oberflachenaktiven 
Substanz zumindest urn 3-(3-Cholamidopropyl)-dimethylanimonio-l-propansulfonat 
(CHAPS), oder urn 3-(3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio-2-hydroxy-l-propansulfonat 
(CHAPSO) handelt. 

19. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1-18, wobei die oberflachenaktive(n) Substanz(en) 
in einer Konzentration von 0,001 bis 5% (v/v) eingesetzt wird (werden). 

20. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1-17, wobei Polyoxyethylen(20)sorbitan- 
monolaurat (Polysorbat 20) oder Polyoxyethylen(20)sorbitan-monooleat (Polysorbat 80), in 
einer Konzentration > 0,001 % (v/v), Polyoxyethylen-polyoxypropylen-block-copolymer 
(Pluronic F 68, Lutrol F 68, Poloxamer 188, oder Pluronic F 127, Lutrol F 127, Poloxamer 
407), t-Octylphenoxy-polyethoxyethanol (Triton-X-100) oder Polyethylenglycol in einer 
Konzentration von > 0,001 % (v/v) eingesetzt wird. 

21. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1-17, wobei Polyoxyethylen(20)sorbitan- 
monolaurat (Polysorbat 20) oder Polyoxyethylen(20)sorbitan-monooleat (Polysorbat 80) in 
einer Konzentration von 0,001 - 0,5% (v/v), Polyoxyethylen-polyoxypropylen-block- 
copolymer (Pluronic F 68, Lutrol F 68, Poloxamer 188 oder Pluronic F 127, Lutrol F 127, 
Poloxamer 407,) und t-Octyl-phenoxypolyethoxyethanol (Triton-X-100) in einer 
Konzentration von 0,001 - 0,1% (v/v) eingesetzt wird und Polyethylenglycol in einer 
Konzentration von 0,001 - 1% (v/v) eingesetzt wird. 

22. Verfahren gemaB der einer der Anspruche 1-14 sowie Anspruch 18, wobei das 
zwitterionische Detergenz in einer Konzentration von 0,01 bis 5% eingesetzt wird. 

23. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 - 14 sowie Anspruch 18, wobei 
3-(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio-l-propansulfonat (CHAPS) oder 3-(3- 
Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio-2-hydroxy- 1 -propansulfonat (CHAPSO) in einer 
Konzentration > 0,01% (v/v) eingesetzt werden. 

24. Verfahren gemaB der Anspruche 1 - 14 sowie Anspruch 18, wobei 3-(3-Cholamidopropyl)- 
dimethylammonio- 1 -propansulfonat (CHAPS) oder 3-(3-Cholamido-propyl)-dimethyl- 
ammonio-2-hydroxy-l -propansulfonat (CHAPSO) in einer Konzentration von 0,01 - 1% 
(v/v) eingesetzt werden. 
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25. Verfahren gemaB einer der vorherigen Anspriiche 1 - 24, wobei es sich bei der 
Affinitatschromatographie-Matrix um eine Protein A-Matrix handelt. 

26. Verfahren gemaB Anspruch 25, wobei die Protein A-Matrix immobilisiertes wildtyp oder 
rekombinant hergestelltes Protein A enthalt. 

27. Verfahren gemaB Anspriiche 25 und 26, wobei es sich bei der Affinitatschromatographie- 
Matrix um Protein A handelt, das an Agarose, oder an ein Polysaccharid, oder an Dextran, 
oder an Silica-Gel, oder an Glas-beads gekoppelt ist. 

28. Verfahren gemafi Anspruch 27, wobei es sich bei der Affinitatschromatographie-Matrix um 
Protein A-Sepharose oder STREAMLINE™ rProtein A, oder MabSelect, oder Poros A 
handelt. 

29. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Liganden- 
leakage nach entsprechender Vorbehandlung auf einen Wert kleiner 80 ng /mg 
Affinitatsmatrix verringert wird. 

30. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Liganden - 
leakage nach entsprechender Vorbehandlung auf eineri Wert kleiner 40 ng/mg 
Affinitatsmatrix verringert wird. 

31. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Liganden- 
leakage nach entsprechender Vorbehandlung auf einen Wert kleiner 20 ng/mg 
Affinitatsmatrix verringert wird. 

32. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Liganden- 
leakage nach entsprechender Vorbehandlung auf einen Wert kleiner 10 ng/mg 
Affinitatsmatrix verringert wird. 

33. Low leakage Affinitatschromatographie-Matrix, die nach einem Verfahren gemaB der 
Anspriiche 1-24 behandelt wurde. 

34. Low leakage Protein A-Matrix, die nach einem Verfahren gemaB der Anspriiche 1-24 
behandelt wurde. 

35. Low leakage Protein A-Sepharose oder eine Protein A-Matrices, wie MabSelect, 
STREAMLINE™ rProtein A, Poros A, die nach einem Verfahren gemaB der Anspriiche 1- 
24 behandelt wurde. 
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36. Methode zur Bestimmung der Ligmden-leakage mit den Schritten: 

a) Vorbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix nach einem Verfahren gemaB der 
Anspriiche 1 - 28; 

b) Inkubation der vorbehandelten Affinitatschromatographie-Matrix mit einer zusatzlichen 
Losung (Probe); 

c) Quantifizierung des Liganden in der zusatzlichen Losung (Probe) uber einen geeigneten 
quantitativen Test. 

37. Methode gemaB Anspruch 36, wobei es sich bei der zusatzlichen Losung (Probe) urn das 
Zwischenprodukt handelt, welches bei dem jeweiligen Chromatographieverfahren als 
Ausgangsmaterial verwendet wird. 

38. Methode nach einem der Anspriiche 36 oder 37, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei 
dem quantitativen Test urn einen Liganden-spezifischen ELISA handelt. 

39. Methode zur Bestimmung des Protein A-leakage gemaB einem der Anspriiche 36 - 38. 

40. Methode zur Bestimmung der Protein A-leakage nach dem in Figur 2 der Zeichnungen 
dargestellten Verfahren. 

41 . Methode zur Bestimmung der Liganden-feafazge mit den Schritten: 

a) Vorbehandlung der Affinitatschromatographie-Matrix nach einem Verfahren gemaB der 
einem der Anspriiche 1 - 28; 

b) Beladen der Affinitatschromatographie-Matrix mit einer zu reinigenden Substanz; 

c) Waschen der Affinitatschromatographie-Matrix mit einem stringenten Waschpuffer 

d) Inkubation der Affinitatschromatographie-Matrix mit einem Elutionspuffer 

e) Quantifizierung des Liganden im Elutionspuffer uber einen geeigneten quantitativen Test. 

42. Methode gemaB Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem quantitativen 
Test urn einen Liganden-spezifischen ELISA handelt. 

43. Methode zur Bestimmung des Protein A-leakage nach einem der Anspriiche 41 oder 42. 

44. Methode zur Bestimmung der Protein A-leakage nach dem in Figur 3 der Zeichnungen 
dargestellten Verfahren. 

45. Venvendung eines Verfahrens gemaB der Anspriiche 1 - 32 bei der Reinigung von 
biopharmazeutischen Produkten. 
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46. Verwendung eines Verfahrens gemaB der Anspriiche 1-32 bei der Reinigung von 
Antikorpern, Chimaren-Antikorpern, oder deren Fragmente oder Derivate. 

47. Verwendung von low leakage Affirritatschromatographie-Matrices gemaB einem der 
Anspriiche 33 - 35 bei der Reinigung von biophaimazeutischen Produkten. 

5 48. Verwendung von low leakage Protein A-Matrices gemaB einem der Anspriiche 34 und 35 bei 
der Reinigung von Antikorpern, Chimaren-Antikorpern, oder deren Fragmenten oder 
Derivate. 
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Figur 1 : Vergleich des Protein A-leakage-Verhaltens von verschiedene Protein A- 
Sepharose Chargen 
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Figur 2: Versuchsaufbau Inkubationstest 



Protein A -Sepharose 

! J Transfer von 5-10 mL Protein A-Matrix 
J I in20mLSaule 



+/- Detergenzbehandlung: 
5-30 BV Pluronic/Tween (0,2%) 
4-72 h Inkubation bei 25-37°C 

Nachbehandlung/Equilibrierung der Protein A -Sepharose: 
1 B V Urea (6M) 
4 BV Elution-Puffer 
6 BV Equilibrierung-Puffer 

a 

Entnahme: 500 mg Protein A-Sepharose 
Zugabe von 1 V Probe (-0,5 mL) 

a 

Incubation bei 37°C 
8h, 24h, etc. 

Zentrifugation bei 13000 rpm, 3 min 



Ermittlung des Trockengewichts 



Bestimmung des Protein A-Gehalts im Uberstand/Probe (ELISA) 
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Figur 3: Versuchsaufbau: Small Scale-Versuch (Beladungs-/Elutionstest) 



Protein A -Sepharose 



V 



Transfer in small scale Saule: 
Betthohe: 20-25 cm 
Bettvolumen: 18-20mL 



Vorbehandlung/Equilibrierung der Protein A -Sepharose: 
1 BV Urea (6M) 
4 BV Elution-Puffer 
6 BV Equilibrierung-Puffer 



+/- Detergenzbehandlung: 
Spulen mit 2 BV Pluronic (0,2%) ~| 1-3 x 
Inkubation: 24 h bei 37°C J 



Nachbehandlung/Equilibrierung der Protein A -Sepharose: 
1 BV Urea (6M) 
4 BV Elution-Puffer 
6 BV Equilibrierung-Puffer 



Beladung der Saule mit Emteprobe/Beladungspool (Antikorpern) 



Waschen der Saule mit Waschpuffer 



Elution der Antikorperfraktion mit Elutionspuffer 



Bestimmung des Protein A-Gehalts (ppm) in Elutionsprobe (ELISA) 
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Figur 4: Vorbehandlung der Protein A-Sepharose mit PBS-Tween (0,2%) 
- Einflufi von Detergenz auf Protein A-leakage - 



A) 



Protein A- 


Probe 


Vorbeh. mit 


Protein A-GehaSt 


Sepharose 




PBS-Tween 


(ng Prot.A / mg Prot.A Sepharose) 


Charge A 


Medium 




76 


hohes leakage 


Medium 


+ 


24 


Charge B 


Medium 




15 


niedriges leakage 


Medium 


+ 


13 j 



B) 




Deterge nz- 
Vorbehandtung 



*Charge A: hohes leakage * Charge B: niedriges leakage 



4/15 



WO 03/041859 



PCT/EP02/12594 



Figur 5: Einfluss der Vorbehandlung von Protein A-Matrix auf die Protein A-leakage- 
Stabilitat der Chromatographiematrix bei Mehrfachbehandlung (Cycles) 
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Figur 6: Protein A-leakage in Abhangigkeit der Tween-Konzentration 
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Figur 7: Protein A-leakage in Abhangigkeit der Pluronic-Konzentration 
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Figur 8: Protein A-leakage in Abhangigkeit der Triton X-100-Konzentration 
A) 
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Figur 9: Protein A-leakage in Abhangigkeit der CHAPS-Konzentration 
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Figur 10: Protein A-leakage in Abh3ngigkeit der PEG-Konzentration (PEG 8000) 
A) 
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Figur 1 1 : Zeitabhangigkeit der Protein A-leakage-Reaktion 
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Figur 12: Einfluss der Inkubationstemperatur auf das Protein A-leakage 
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Figur 13: Vergleich der Induzierbarkeit der Protein A-leakage durch Detergenz 
bei verschiedenen Protein A-Matrices 
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Figur 14: Protein A-leakage nach Vorbehandlung von Protein A Sepharose in 
Abhangigkeit der Zeit, der Temperatur und Spulvolumens 
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